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(g) Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen 

@ Beschrieben wird ein Verfahren zur Detektion von Cyto- 
sin-Methylierung in genomischer DNA. Dazu wird zu- 
nachst genomische DNA-Probe mit einem Reagenz che- 
misch umgesetzt, wobei 5-Methylcytosin und Cytosin un- 
terschiedlich reagieren und diesesomit nach der Reaktion 
ein unterschiedliches Basenpaarungsverhalten in der 
DNA Duplex zeigen. Dann wird die vorbehandelte DNA 
unter Verwendung einer Polymerase und mindestens ei- 
nem Primeroligonukleotid ampllfiziert und das Amplifikat 
erneut mit einem Reagenz chemlsch wie oben umgesetzt. 
Die in dem Amplifikat nach der erneuten chemischen Be- 
handlung verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guanin- 
basen warden im letzten Schritt nachgewiesen. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur Detektion des Melhylierungszustandes genomischer 
DNA Proben. 

5 [0002] Die nach den methodischen Entwicklungen der lelzten Jahre in der Molekularbiologie gut studierten Beobach- 
tungsebenen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser Gene in RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im 
Laufe der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschaltet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter 
Gene in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist mit AusmaB und Charakcer der Methylierung der Gene bzw. 
des Genoms korrelierbar. Insofem auBem sich pathogene Zustande in einem veranderten Methylierungsmuster einzelner 

10 Gene oder des Genoms. 

[0003] 5-Melhylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine RoUe in der Regulation der Transkription, beim genetischen Imprinting und in der Himorgenese. Die 
Identifizierung von 5-MethyIcytosin als Bestandteil genetischer Information ist daher von erheblichem Interesse. 5-Me- 
thylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das gleiche 
15 Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Dariiber hinaus geht bei einer PCR-Amplifikation die epigenetische In- 
formation, welche die 5-Methylcytosine tragen, vollstandig verloren. 

[0004] Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten angewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit mit Cytosin, das nach anschliefiender dkalischer Hydro- 
lyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-Methylcytosin 

20 wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modifiziert. Damit wird die urspriingliche DNA so umgewandelt, dass 
Methylcytosin, welches ursprungLich durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch "normale" molekularbiologische Techniken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise durch Am* 
plifikation und Hybridisierung oder Sequenzierung nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen auf Ba- 
senpaarung, welche jetzt voU ausgenutzt wird. Der Stand der Technik, was die Empfindlichkeit betrifft, wird durch ein 

25 Verfahren definiert, welches die zu untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschlieGt, dadurch die Diffusion und 
Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur an einzelstrangiger DNA) verhindert und alle Fallungs- und Reinigungs- 
schritte durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek A, Oswald J, Walter J. A modified and improved method for bisulphite ba- 
sed cytosine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 15; 24(24): 5064-6). Mit dieser Methode konnen ein- 
zelne Zellen untersucht werden, was das Potential der Methode veranschaulicht. Allerdings werden bisher nur einzelne 

30 Regionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange untersucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf Tkusenden von mog- 
lichen Methylierungsanalysen ist nicht raoglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren keine sehr kleinen Fragmente 
aus geringen Probenmengen zuverlassig analysieren. Diese gehen trotz Diffusionsschutz durch die Matrix verloren. 
[0005] Eine Obersicht iiber die weiteren bekannten Moglichkeiten, 5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem fol- 
genden Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein T, DePamphilis ML, Zorbas H. Identifying 5-methylcytosine and re- 

35 lated modifications in DNA genomes. Nucleic Acids Res. 1998 May 15; 26(10): 2255-64. 

[0006] Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen (z. B. 2^schnigk M, Lich C, Buiting K, Doerfler W, 
Horsthemke B. A single-tube PCR test for the diagnosis of Angelman and Prader-Willi syndrome based an allelic me- 
thylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum Genet. 1997 Mar-Apr; 5(2): 94-8) nur in der Forschung angewen- 
det. Immer aber werden kurze, spezifische Stucke eines bekannten Gens nach einer Bisulfit-Behandlung amplifiziert und 

40 entweder komplett sequenziert (Olek A, Walter J. The pre-implantation ontogeny of the H19 methylation imprint. Nat 
Genet. 1997 Nov; 17(3): 275-6) oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine "Frimer-Extension-Reaktion" (Gonzalgo 
ML, Jones PA. Rapid quantitation of methylation differences at specific sites using methyladon-sensitive single nucleo- 
tide primer extension (Ms-SNuPE). Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15; 25(12): 2529-31, WO-Patent 95 00669) oder einen 
Enzymschnitt (Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation assay. Nucleic Acids Res. 

45 1 997 Jun 15; 25(12): 2532-4) nachgewiesen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrieben worden 
(Olek et al., WO 99 28498). 

[0007] Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendimg der Bisulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei ein- 
zelnen Genen befassen, sind: 

Grigg G, Clark S. Sequencing 5-methylcytosine residues in genomic DNA. Bioessays. 1994 Jun; 16(6): 431-6, 431; Ze- 
50 schnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, Doerfler W. Imprinted segments in the human genome: dif- 
ferent DNA methylation patterns in the Prader-Willi/Angelman syndrome region as determined by the genomic sequen- 
cing method. Hum Mol Genet. 1997 Mar; 6(3): 387-95; Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter J, Reik W. Methylation ana- 
lysis on individual chromosomes: improved protocol for bisulphite genomic sequencing. Nucleic Acids Res. 1994 Feb 
25; 22(4): 695-6; Martin V, Ribieras S. Song- Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic sequencing indicates a correlation 
55 between DNA hypomethylation in the 5' region of the pS2 gene and its expression in human breast cancer cell lines. 
Gene. 1995 May 19; 157(1-2): 261-4; WO 97 46705, WO 95 15373 und WO 95 45560. 

[0008] Eine t)bersicht iiber den Stand der Technik in der Oligomer Array Herstellung laBt sich aus dner im Januar 
1999 erschienenen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, V)lume 21, January 1999), der 
dort zitierten literatur und dem US-Patent 5994065 iiber Methoden zur Herstellung von festen TVagem fiir aelmolekijle 

60 wie Oligonukleotide bei vermindertem nichtspezifischem Hinteigrundsignal entnehmen. 

[0009] Fiir die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet 
worden. Besonders geeignet fiir Fluoreszenzmarkierungen ist das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 FarbstoflFen am 
5'-0H der jeweiligen Sonde, Die Detektion der Fluoreszenz der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise iiber ein 
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 

65 [0010] Matrix- assistierte Laser Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine sehr leistungsfa- 
hige Entwicklung fiir die Analyse von Biomoleklilen (Karas M, Hillenkamp E Laser desorption ionizadon of proteins 
with molecular masses exceeding 10,000 daltons. Anal Chem. 1988 Oct 15; 60(20): 2299-301). Ein Analyt wird in eine 
lichtabsorbierende Matrix eingebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das Analytmolekiil 
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SO unfragmentiert in die Gasphase befordert. Durch StoBe mit Matrixmolekulen wird die lonisation des Analyten er- 
reicht. Eine angelegte Spannung beschleunigt die lonen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Mas- 
sen werden lonen unterschiedlich stark beschleunigt. Kleinere lonen erreichen den Detektor friiher als groBere. 
[0011] MALDI-TOF Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse 
von Nukleinsauren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, S. (1 995), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption lo- 5 
nization Mass Spectrometry. Molecular Biology: Current Innovations and Future Trends 1: 147-157.) Fur Nukleinsauren 
ist die Empfindlichkeit etwa lOOmal schlechter als fur Peptide und niinmt mit zunehmender FragmentgroBe tiberpropor- 
tional ab. Fiir Nukleinsauren, die ein vielfach negativ geladenes Riickgrat haben, ist der lonisationsprozeB durch die Ma- 
trix wesentlich ineffizienter. In der MAIDI-TOF Spektroskopie spielt die Wahl der Matrix eine eminent wichtige Rolle. 
Fiir die Desorption von Peptiden sind einige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, die eine sehr feine Kristal- lO 
lisation eigeben. Fiir DNA gibt es zwar mittlervi^eile einige ansprechende Matrices, jedoch wurde dadurch der Empfind- 
lichkeitsunterschied nicht verringert. Der Empfindlichkeitsunterschied kann verringert werden, indem die DNA che- 
misch so modifiziert wird, dass sie einem Peptid ahnlicher wird. Phosphorothioatnukleinsauren, bei denen die gewohn- 
lichen Phosphate des Riickgrats durch Thiophosphate substituiert sind, lassen sich durch einfache Alkylierungschemie in 
eine ladungsneutrale DNA umwandeln (Gut, 1. G. und Beck, S. (1995), A procedure for selective DNA alkylation and 15 
detection by mass spectrometry. Nucleic Acids Res. 23: 1367-1373). Die Kopplung eines "chaige tags" an diese modi- 
fizierte DNA resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit um den gleichen Betrag, wie er fur Peptide gefunden wird. 
Ein weiterer Vorteil von "charge tagging" ist die erhohte Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen, die den Nach- 
weis unmodifizierter Substrate stark erschweren. 

[0012] Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben 20 
gewonnen, Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen wie Fritsch und Maniatis, Molecular Cloning: A Labora- 
tory Manual, 1989. 

[0013] Hamstoff verbessert die Effizienz der Bisulfit-Behandlung vor der Sequenzierung von 5-MethyIcytosin in ge- 
nomischer DNA (Paulin R, Grigg GW, Davey MW, Piper AA. Urea improves efficiency of bisulphite- mediated sequen- 
cing of 5 -methylcytosine in genomic DNA. Nucleic Acids Res. 1998 Nov 1; 26(21): 5009-10). 25 
[0014] Es gibt demnach Verfahren, die es erlauben, Cytosin-Methylierung dadurch zu identifizieren, dass alle nicht 
methylierten Cytosine in eine bestimmte Base umgewandelt werden und lediglich die methylierten Cytosine nach der 
Amplifikation noch als Cytosin vorliegen. Damit ist es jedoch nicht ohne weiteres moglich, umgekehrt nach der Ampli- 
fikation alle noch vorhandenen Cytosinbasen ehemals methylierten Cytosinen zuzuordnen, da bei der Amplifikation im 
Gegenstrang immer noch Cytosin als Komplementares zu dem nicht umgewandelten Guanin eingebaut wird. Dies stort 30 
jedoch, will man in einem einfachen Verfahren fiir Cytosin charakteristische Reaktionen ausnutzen, um methylierte Po- 
sitionen zu bestimmen oder das AusmaB der Methylierung in dem amplifizierten Abschnitt festzustellen. Dieses Problem 
soil in der vorliegenden Erfindung gelost werden. 

[0015] Es ist Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren bereitzustellen, das es erlaubt, in eine amplifizierte doppelstrangige 
DNA Markierungen einzubauen, die zur eindeutigen Identifizierung von Cytosin-Methylierungen in genomischen DNA- 35 
Proben genutzt werden konnen. Diese Markierungen sollen die Verwendung einfacher etablierter molekulaibiologischer 
Methoden zur Methylierungsanalyse erlauben. 

[0016] Die Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein Verfahren zur Detcktion von Cytosin-Methylierung in genom- 
ischer DNA gelost, wobei man die folgenden Verfahrensschritte ausfuhrt: 

40 

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert 
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt 
wird; 

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und mindestens eines Primeroli- 
gonukleotids; 45 

c) man setzt das Amplifikat emeut mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt 
und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt vwrd; 

d) man weist die in dem Amplifikat nach der emeuten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen und/ 
Oder Guaninbasen nach. 

50 

[0017] Die Aufgabe wird femer durch ein Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA 
gelSst, wobei man die folgenden Verfahrensschritte ausfuhrt: 

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert 
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt 55 
wird; 

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und mindestens eines Primeroli- 
gonukleotids; 

c) man setzt das Amplifikat emeut mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt 
und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt wird; 60 

d) man ampUfiziert die chemisch behandelten Amplifikate aus Schritt c) emeut; 

e) man weist die in dem Amplifikat verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guaninbasen nach. Diese erfindungsge- 
maBe Verfahrenvariante umfasst zwei Amplifizimingsschritte. 

[0018] Besonders bevorzugt ist bei den erfindungsgemaBen Verfahren dass die chemische Behandlung mit Natriumbi- 65 
sulfit (= Hydrogensulfit, Disulfit) erfolgt. Dabei ist es femer besonders bevorzugt, dass die chemische Behandlung nach 
Einbetten der DNA in Agarose erfolgt. 

[0019] Beim erfindungsgemaBen Verfahren ist bevorzugt, dass bei der chemischen Behandlung ein die DNA-Duplex 
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denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger zugegen ist. Besonders bevorzugt ist dabei, dass das denaturie- 
rende Reagenz aus einer der folgenden Substanzen ausgewahlt ist: 

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substiluierte Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonilril, primare Alko- 
hole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tetraethylen- 
5 glykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO oder THF und/oder dass der 
Radikalfanger aus einer der folgenden Substanzen ausgewahlt ist: 

Di-, Trihydroxybenzole, green tea extract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761), a flavonoid 
blend of several fruit and vegetable extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 Corp), DPPH (l,l-Diphenyl-2-picrylhy- 
drazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-saure), IVolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxyIic acid), 2,6- 

10 Di-tert-butylphenol, 4-Melhyl-di-tertbutylphenol, 4-Methoxy-di-tert-butylphenol, 2,6-Di-tertbutyl-p-cresol, 3,4-Dihy- 
droxybenzoesaure, Vitamin C, E, Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydroxyterpener Flavonoide, Curcumin, Tan- 
nine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyl germanium sesquioxide, Superoxid dismutase (SOD), Su- 
peroxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba extract (EGb 761), Di(2-methyl-5-chlorophenyl)dithionate und 
Cu(II)-Derivate, Mebendazole, CS (Chlorofonn soluble) alkaloidal extract, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hy- 

15 droxy-l ,2-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,2-naphthochinon, 4-(34-Di-tert-butyl- 
4-hydroxypheny I)- 1 ,2-naphthochinon, 2-(3,5-Di- tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di- 
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyI-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1 ,4-napht- 
hochinon, 2-(3,5-I)i-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphe- 
nyl)-l,4-naphlhochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2- 

20 anthrachinon, 4-(3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 1,2-anthrachi- 
non, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anthrachinon, 3-Brom-4-(3, 5- 
di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocy- 
clohexa-2,5-dienyUden)-indan-l,3-dion, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4- 
methoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-l-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3,4-dime- 

25 thoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-l-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-l-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl- 
4-hydroxyphenyl)-inden-l-on]-3-yl,2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahy- 
dro-l,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthr^^ 
chinon, 2-(3,5-Di- tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 1 ,4-anthrachinon, 2- 
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di- 

30 tert-butyl-4-hy(iroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5, 6,7,8-tetrahydro- 1,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl- 
4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3,5-dibrom-4-hydroxyphenyl)- 
5,5,8,8"tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy- 
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 1 ,4-anthrachinon, 3-Brom-2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-anthrachi- 
non, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hy- 

35 droxy-l, 4- anthrachinon, 5,5,8,8-TeU:amethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l,3-diol, 3-Methoxy-5,5,8,8-tetramethyl- 
5,6,7,8-tetrahydronaphthaHn-l-ol,4-(3-Chlor-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-ben- 
zoesaure, Methyl-4-(3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoat, 4-(3-Hy- 
droxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure. Methyl- (3-methoxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)- 
benzoesaure, 4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesaure, Methyl- 

40 4-(3-hydroxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl-azo)-benzoat, 4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl- 1 ,4-dioxo- 

l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl-azo)-benzoesaure, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-5, 5,8,8- 
tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydrocyclopenta[b]naphthalin- 1 ,2-dion, 3-(3 ,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)- 
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydroanthracen-3H-l,2,4-trion, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,8- 
dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2- 

45 (3,5-Di- tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 
2-methoxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-methyH,4-naphthoch- 
inon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy- 
phenyl)-3-methoxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,6-dimethyl- 
1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>-3-methoxy-5,7-dimethyH ,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert- 

50 butyI-4-hydroxyphenyI)-2-methoxy-5,7-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tal-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylt- 
hio-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 2- (3 ,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 2- 
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyI-4-hydroxyphe- 
nyl)-3-hydroxy-6,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-methyl-l,4- 
naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5- methyl- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4- 

55 hydroxyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-6-methyl- 
1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3-Brom-5- 
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hy- 
dioxy-5,6-dimethyH,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,7-dimethyl-l,4-napht- 
hochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon. 

60 [0020] ErfindungsgemaB ist auch bevorzugt, dass man Reagenzien, die fUr die chemische Behandlung der DNA einge- 
setzt werden, vor der jeweils nachfolgenden Amplifikation ganz oder teilweise abtrennt, Bevorzugt ist auch, dass man die 
Probe nach der chemischen Behandlung Vor der Amplifikation verdiinnt. Weiterhin ist erfindungsgemafi bevorzugt, dass 
man die AmpHfikation von mehreren DNA-Abschnitten gleichzeitig in einem ReaktionsgefaB durchfiihrt und/oder dass 
man fur die AmpUfikation eine hitzebestandige DNA-Polymerase verwendet. 

65 [0021] Ganz besonders bevorzugt ist aber auch ein erfindungsgemaBes \ferfahren, wobei man vor den Amplifikationen 
eine Desulfonierung der DNA durchfiihrt. 

[0022] Bevorzugt ist auch, dass man die nach der zweiten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder 
Guaninbasen durch Hybridisierungsreaktionen nachweist und/oder dass man die nach der zweiten chemischen Behand- 
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lung verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch spezifischen Einbau von nachweisbaren Markieningen an den 
Cytosin- und/oder Guaninbasen nachweist und/oder quantifizierl. 

[(M)23] Bevorzugt ist erfindungsgemaB auch ein Verfahren, wobei man in Schritt d) gemaB der ersten Verfahrensva- 
riante oder Schritt e) gemaB der zweiten Verfahrensvariante fiir die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikati- 
onsprodukte an einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschliessend die folgenden Teilschritte ausftihrt: S 

a) die amplifizierte genomische DNA wird an mindestens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hy- 
bridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 
10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu un- 
tersuchen sind; 10 
(b) man verlangert das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase minde- 
stens um ein Nukleotid, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Me- 
thylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

[0024] Bevorzugt ist dabei auch, dass man die nach der zweiten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/ 15 
oder Guaninbasen durch Sequenzierungsreaktionen nachweist. 

[0025] Weiterhin ist bevorzugt, dass man in Schritt d) gemaB der ersten Verfahrenvariante oder Schritt e) gemaB der 
zweiten Verfahrensvariante fiir die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikationsprodukte an einen Oligonu- 
kleotid Array hybridisiert und man anschliessend die folgenden Ibilschritte ausfiihrt: 

20 

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer 
Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies bestehtund wobei die hybridisier- 
ten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an die 
Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind und 
wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmolekuls hybridisiert, so dass 25 
das 5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine LOcke von der GroBe eines Einzelnukleotides oder 

bis zu 10 Nukleotiden vom 3'-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der ersten Spezies an der Stelle der besagten 
ausgewahlten Position getrennt ist; 

(b) man verlangert das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer 
Polymerase um hochstens die Anzahl von Nukleotiden, die zwschen dem 3 -Ende des Oligonukleotids der 1 . Spe- 30 
zies und dem 5'-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die Verlangerung vom Methylierungsstatus 

des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerase- 
reaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden wer- 
den und man dadurch ein Ligationsprodukt erhalt, sofem im vorangehenden Schritt eine Verlangerung des Oligo- 35 
nukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3'-Ende mit vorhandener 3 -Hydroxy fiinktion des verlan- 
gerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies angrenzt. 

[0026] Dabei ist weite±in besonders bevorzugt, dass man fiir die Detektion der vorbehandelten DNA gemafi Schritt d) 
in der ersten Verfahrensvariante die PCR-Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschliessend 40 
die folgenden Teilschritte ausfUhrt: 

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz 
von n Nuldeotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende 
teilweise oder voUstandig an die Positionen hybridisieien, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen 45 
DNA-Probe zu untersuchen sind; 

(b) man verlangert das OUgonukleotid, sofem es mit seinem 3Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu 
untersuchenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid, wobei mindestens 
ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen 
Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 50 

[0027] Bevorzugt ist auch ein erfindungsgemaBes Verfahren, wobei man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungs- 
produkte und/oder Ligationsprodukte fiir die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung versieht. Bevorzugt ist hier- 
bei, dass die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen sind oder dass die Markieningen Radionuklide sind oder dass die 
Markieningen ablosbare Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden. 55 
[0028] Bevorzugt ist auch, dass bei einer der Amplifikationen einer der Primer an eine Festphase gebunden ist. 
[0029] Insbeondere ist bevorzugt, dass man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligations- 
produkte insgesamt im Massenspektrometer nachweist und somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. Bevor- 
zugt ist auch, dass man jeweils ein Fragment der PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationspro- 
dukte im Massenspektrometer nachweist. Hierbei ist besonders bevorzugt, dass man das Fragment des PCR-Produkts 60 
und/oder Vcrlangerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonu- 
kleasen erzeugt. Ganz besonders bevorzugt ist hierbei, dass zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer die er- 
zeugten Fragmente eine einzelne positive oder negative Nettoladung aufweisen. 

[0030] Bevorzugt ist erfindungsgemaB auch dass man die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder 
Ligationsprodukte mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder 65 
mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detektiert und visualisiert. 

[0031] Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Verfahren, wobei die genomische DNA aus einer DNA-Probe 
erhalten wurde, wobei Quellen fiir DNA z. B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Riickenmarks-Flussigkeit, in 
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Paraffin einbetletes Gewebe, bei spiels weise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder 
Leber, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon umfassen. 

[0032] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Verwendung eines crfindungsgemaBen Verfahrens 
zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereig- 
5 nisse mindestens einer der folgenden Kategorien angehoren: unerwiinschte Arzneimittelwiricungen; Krebserkrankungen; 
CNS-Fehlfiinktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologi- 
sche und soziale Konsequenzen von Gehimschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; De- 
menz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Kxankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadi- 
gung oder Krankheit des gastrointestinalen IVaktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; 
10 Verletzung, Entziindung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des 
Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmer- 
zen oder sexuelle Fehlfunktion. 

[0033] Bevorzugt ist die Verwendung eines erfindungsgemaBen Verfahrens zur Unterscheidung von Zelltypen oder 

15 Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

[0034] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist femer ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Reagenz, 
denaturierenden Reagenzien oder Losungsmitteln, sowie Radikalfangem und optional Primem zur Herstellung der Am- 
plifikate, sowie optional einer Anleitung zur Durchfuhrung eines Assays nach einem der Anspriiche 1-28. 
[0035] Beschrieben wird in der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur Herstellung doppelstrangiger DNA aus einer 

20 genomischen DNA-Probe, die nach Durchfuhrung des Verfahrens die Eigenschafl hat, dass CG Basenpaare nur noch an 
den Positionen vorliegen, an denen sich zuvor in der genomischen DNA Methylcytosinbasen befanden. Nachfolgend 
konnen jegliche Verfahren verwendet werden, die chemische, biologische oder physikalische Eigenschaften der CG Ba- 
senpaare ausnutzen, um die Positionen, an denen sich in der genomischen DNA-Probe Methylcytosinbasen befanden, 
kenntlich zu machen. Es werden dazu auch im folgenden viele bevorzugte Ausfuhrungsvarianten aufgefuhrt, jedoch wird 

25 es unterstellt, dass der Fachmann von diesen abgeleitet oder altemativ weitere naheliegenden Moglichkeiten finden mag, 
CG Basenpaarungen nachzuweisen und fiirden hier vorgegebenen Zweck zu nutzen. 

[0036] Die in dem Verfahren eingesetzte genomische DNA wird bevorzugt aus einer DNA-Probe erhalten, wobei 
Quellen fur DNA z. B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Ruckenmarks-Hussigkeit, in Paraffin einbettetes 
Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Leber, histologische 

30 Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon umfassen. 

[0037] Das Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA wird durch folgende Schritte 
charakterisiert: Zuerst setzt man eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin 
unverandert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umge- 
wandelt wird. AnschlieBend wird im zweiten Schritt die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und 

35 mindestens einem Primeroligonukleotid amplifiziert. Im dritten Schritt wird das Amplifikat emeut mit einem Reagenz 
chemisch umgesetzt, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaa- 
rungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt wird. Im letzten Schritt werden die in dem Amplifikat nach der 
emeuten chemischen Behandlung verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guaninbasen nachgewiesen. 
[0038] In einer besonders bevorzugten Variante wird das Verfahren durch die folgenden Schritte charakterisiert: Das 

40 Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA wird durch folgende Schritte charakterisiert: 
Zuerst setzt man eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert 
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt wird. 
AnschlieBend wird im zweiten Schritt die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und mindestens ei- 
nem PrimeroUgonukleotid amplifiziert. Im dritten Schritt wird das Amplifikat emeut mit einem Reagenz chemisch um- 

45 gesetzt, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten 
dem Uracil ahnliche Base umgewandelt wird. Im vierten Schritt werden die chemisch behandelten Amplifikate aus dem 
dritten Schritt emeut amplifiziert. Im letzten Schritt werden die in dem Amplifikat nach der erneuten chemischen Be- 
handlung verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guaninbasen nachgewiesen. 

[0039] Die chemische Behandlung erfolgt besonders bevorzugt mit einer Losung eines Hydrogensulfits (= Disulfit, Bi- 
50 sulfit), Diese Behandlung fuhrt unter geeigneten Bedingungen, wie dem Fachmann an sich bekannt, zu einer Addition 
des Hydrogensulfits an nicht methylierte Cytosinbasen. Auf diese Reaktion folgt eine praktisch quantitative Umwand- 
lung der Aminofunktion des Cytosins in eine Ketofunktion, so dass ein sulfoniertes Uracil entsteht, welches durch alka- 
lische Hydrolyse in Uracil uberfiihrt wird. Es erfolgt also auf diesem Wege eine selektive Umwandlung der nicht methy- 
lierten Cytosinbasen in Uracil, wahrend die 5-Methylcytosine unverandert bleiben. Diese Reaktion findet nur statt, wenn 
55 die DNA einzelsUrangig vorliegt. In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens erfolgt daher die chemische 
Behandlung der DNA derart, dass diese in Agarose eingebettet vorliegt. Dadurch wild die Ausbildung von Duplexes ver- 
hindert. 

[0040] In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Verfahrens wird bei der chemischen Behandlung ein Lo- 
sungsmittel oder ein Reagenz zugesetzt, welches die DNA-Duplex denaturiert. Bei diesen Losungsmitteln oder Reagen- 
60 zien handelt es sich bevorzugt um Polyethylenglykoldialkyiethei; Dioxan und substituierte Derivate, HamstofFoder De- 
rivate, Acetonitril, primare Alkohole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylen- 
glykoldialkylether, TeU-aethylenglykoldialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, 
DMSO Oder THE 

[0041] Bevorzugt ist es zudem, einen Radikalfanger zuzusetzen, welcher den Abbau der DNA unter den Reaktionsbe- 
65 dingungen verhindert. Bei diesen Radikalfangem handelt es sich bevorzugt um Di-, TVihydroxybenzole, green tea ex- 
tract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761), a flavonoid blend of several fruit and vegetable 
extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 Corp), DPPH (l,l-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret- 
saure), Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-teU:amethylchroman-2-carboxylic acid), 2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-di-tert- 
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butylphenol, 4-Methoxy-di-tert-butylphenol, 2,6-Di-tert-butyl-p-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, \^tamin C, E, Q, 
Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydroxy terpene, Ravonolde, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 
Bisbetacarboxyethyl gennanium sesquloxide, Superoxid dismutase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthofiavone, 
Ginkgo biloba extract (EGb 761), Di(2-methyl-5-chlorophenyl)dithionate und Cu(n)-Derivate, Mebendazole, CS (Chlo- 
rofonn soluble) alkaloidal extract, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l ,2-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert- 5 
butyl-4-hydroxyphenyl)-3-niethoxy- 1 ,2-naphthochinon, 4-(3,5-Di'tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1,2-naphthochinon, 2- 
(3,5-I>i-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-l,4- 
naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyI-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy- 
phenyl)-3-hydroxy- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl- 
4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anthrachinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxy- 10 
phenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetrainethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2>anthrachinon, 4-(3,5-Di'tert-butyl-4-hydroxyphenyI)- 
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anthrachinon, 3-Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetra- 
methyl-5, 6,7,8- tetrahydro- 1,2-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-indan- 1 ,3-dion, 2- 
(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4-dihydro-2H-naphth^ 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3,4-dimethoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-l-on, 2- 15 
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-l-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-inden-l-on]-3-yl, 2- 
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-5,5,8,8-tetramethyl-5,6J,8-tetrahydro-l,4-anthrachi^ 2-(3,5-Di-tert- 
butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chIor-5,5,8,8-tetraniethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydro- 
xyphenyl)-3-niethoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 

3- hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tet- 20 
ramethyl-5, 6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3-brom-5-ten-butyl-4-hydroxyphenyl)-5, 5,8,8- tetramethy 1- 
5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3,5-dibrom-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetraniethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 
1,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 

1 ,4-anthrachinon, 3-Brom-2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphe- 
nyl)-3-methoxy-l,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,4-anthrachinon, 5,5,8,8-Tetra- 25 
methyl-5, 6,7,8- tetrahydronaphthalin-l,3-diol, 3-Methoxy-5,5,8,8-tetraniethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l-ol, 4-(3- 
Chlor-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6J,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesaure, Methyl-4-(3-chlor-5,5,8,8-tet- 
ramethyl- 1 ,4-dioxo- 1 ,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoat, 4-(3-Hydroxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2- 
yI)-benzoesaure, Methyl-(3-methoxy-l,4-dioxo-l,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetra- 
methyl- 1 ,4-dioxo- 1 ,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesaure, Methyl-4- (3-hydroxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihy dro- 30 
naphthalin-2-yl-a2o)-benzoat, 4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl-a2o)- 
benzoesaure, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydrocyclopen- 
ta[b]naphthalin-l,2-dion, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 
anthracen-3H-l,2,4-trion, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,8-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5- 
Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6,7-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3- 35 
methoxy-5-methyH,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-inethyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphe- 
nyl)-2-raethoxy-6-methyl-l,4-n^hthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,6-dimethyl-l,4- 
naphthochinon, 3-(34-Di-tert-butyl-4-hydioxyphenyI)-2-methoxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-bu- 
tyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,7-dimethyI-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy- 40 
5,7-d[imethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-5-niethyl-l,4-naphthochinon, 2- 
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 

3- hydroxy-5,8-dimethyl- 1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl>3-hydroxy-6,7-dimethyl- 1 ,4-napht- 
hochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy- 
droxyphenyl)-2-hydroxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl- 45 
1 ,4-naphthochinon, 3- (3 ,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-6-methyl- 1,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-bu- 
tyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-(Umethyl-l,4-naphi)ochinon, 2-(3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hy- 
droxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,6-dimethyH,4-napht- 
hochinon, 2-(34-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyI)-3-hydroxy-5,7-dimethyl- 1,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4- 
hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,7-dimethyl- 1,4-naphthochinon. 50 
[0042] Bevorzugt ist zudem cine Variante des Verfahrens, in welcher die Reagenzien, die fiir die chemische Behand- 
lung der DNA eingesetzt werden, vor der nachfolgenden Amplifikation ganz oder teilweise abgelrennt werden. Dies 
kann beispielsweise durch Bindung der DNA an eine Festphase und Entfemen der Reagenzien durch Waschschritte 
durchgefiihrt werden. In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens wird die Probe nach der chemischen Be- 
handlung jedoch lediglich verdiinnt, so dass die Reagenzien in einer derart niedrigen Konzentration vorliegen, dass sie 55 
die unmittelbar nachfolgende Amplifikation nicht storen. In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Verfah- 
rens wird die Amplifikation von mehreren DNA-Abschnitten gleichzeitig in einem ReaktionsgefaB durchfiihrt. Beson- 
ders bevorzugt wird zudem eine hitzebestandige DNA-Polymerase verwendet und die PGR fur die Amplifikation einge- 
setzt, wie es dem Fachmann im Prinzip bekannt ist 

[0043] Bevorzugt ist es zudem, jeweils vor den Amplifikationen eine Desulfonierung der DNA durchzufuhren, da sel- 60 
bige aufgrund der chemischen Vorbehandlung noch uber Sulfonsauregruppen verfiigen kann. Besonders bevorzugt er- 
folgt diese Desulfonierung in einem basischen Puffer, und idealerweise handelt es sich bei diesem basischen Puffer um 
den Puffer, der auch fiir die Amplifikationsreaktion eingesetzt wird. 

[0044] Im folgenden werden nun mehrere, dem Fachmann uberwiegend im Prinzip gelaufige Verfahren beschrieben, 
wie die nach der Durchfiihrung des Verfahrens verbleibenden Gytosin bzw. Guaninbasen, die nunmehr als Indikatoren 65 
fiir das Vorliegen von Gytosin-Methylierung in der urspriinglichen genomischen DNA-Probe dienen. nachgewiesen wer- 
den konnen. 

[0045] Besonders bevorzugt werden die verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen bzw. Cytosin-Guanin Basen- 
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paare durch Hybridisierungsreaktionen nachgewiesen. Bevorzugt kann man diesen Nachweis derart ausfiihren, dass die 
Amplifikationsprodukte an einen Oligonukleotid Array hybridisiert werden und man anschliessend die folgenden Teil- 
schritte ausfiihrt: Im ersten Schritt wird die amplifizierte DNA an mindeslens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer 
Duplex hybridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende unmittelbar oderim Abstand von bis 
5 zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu unter- 
suchen sind. Das Oligonukleotid oder die Oligonukleotide mit jeweils bekannter Sequenz von n Nukleotiden werden nun 
im nachsten Schritt mittels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid verlangert, wobei das Nukleotid eine nach- 
weisbare Markierung tragi und die Verlangerung vom Metbylierungsstatus des jeweiligep Cytosins in der urspriinglichen 
genomischen DNA-Probe abhangt. So ist es beispielsweise moglich, dass nur dann eine Verlangerungsreaktion stattfin- 

10 det, wenn an das 3 -Ende des Oligonukleotids auf der Template-DNA ein Guanin angienzt, das den Einbau eines mar- 
kierten Cytosins erlaubt. Die Ankniipfung des markierten Cytosins an das Oligonukleotid dient dann letztendlich als 
Nachweisreaktion fiir das Vorliegen eines methylierten Cytosins in der urspriinglichen genomischen Probe. 
[0046] Weiterhin ist es moglich, dass die nach der zweiten chemischen Behandlung (und optionalen zweiten Amplifi- 
kation) verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch Sequenzierungsreaktionen nachgewiesen werden. Dem 

15 Fachmann sind vor allem die Sequenzierung nach Sanger und die Sequenzierung nach Maxam-Gilbert gelaufig. \for al- 
lem letztere bietet sich hier an, da in der Duplex nur noch dort CG Basenpaare vorliegen, wo sich zuvor ein Methylcyto- 
sin in der urspriinglichen genomischen DNA-Probe befand. Es ist also moglich, durch die C und/oder die G spezifischen 
Spaltungsreaktionen Fragmente zu erzeugen, deren Grosse unmittelbar von demMethylierungszustand der Probe anhan- 
gen. Diese Fragmente konnen dann beispielsweise auf Sequenzieigelen oder durch Kapillarelektrophorese hinsichtlich 

20 ihrer Grosse bestimmt werden. Gegeniibra- einer nur einfachen Bisulfitbehandlung, wie sie im Stand der Tfechnik be- 
schrieben wird, spielt das hier beschriebene Verfahren in dieser Variante auch den besonderen Vorteil aus, dass die Spal- 
tung des jeweiUgen Gegenstranges nicht erfolgen kann, da dieser entweder kein C oder kein G enthalten kann. Dadurch 
ist die Zahl der entstehenden Fragmente deutlich reduziert und auch, falls mehrere Amplifikate gleichzeitig untersucht 
werden, eine viel iibersichtlichere Auswertung moglich. 

25 [0047] Bevorzugt ist zudem eine Variante des Verfahrens, in der fiir die Detektion der vorbehandelten DNA die Am- 
plifikationsprodukte an einen Oligonukleotid Array hybridisiert werden und anschliessend die folgenden Tbilschritte 
ausgefiihrt werden: Im ersten Schritt hybridisiert man einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische 
DNA unter Ausbildung einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht 
und wobei die hybridisierten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3 -Ende unmittelbar oder im Abstand von bis 

30 zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu unter- 
suchen sind und wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmolekiils hybridi- 
siert, so dass das 5 -Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch eine Liicke von der GroBe eines Einzelnukleo- 
tides oder bis zu 10 Nukleotiden vom 3 -Ende des hybridisierten Oligonukleotids der ersten Spezies an der S telle der be- 
sagten ausgewahlten Position getrennt ist. Im zweiten Schritt wird das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter 

35 Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase um hochstens die Anzahl von Nukleotiden verlangert, die zwischen 
dem 3 -Ende des Oligonukleotids der 1, Spezies und dem 5 -Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die 
Verlangerung vom Metbylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. Beispiels- 
weise ist es moglich, dass eine Verlangerung des 3-Endes nur dann erfolgt, wenn in der chemisch vorbehandelten DNA 
ein Hiymin anstelle eines Cytosins vorliegt, da beispielsweise in dem verwendeten Nukleotidmix Guanin nur als Tfermi- 

40 nator vorhanden ist und damit die Verlangerung, falls ein Cytosin vorliegt, unterbrochen wird. Ein Cytosin wiederum ist ' 
nach der chemischen Behandlung nur dann zugegen, wenn an der betreffenden Position in der urspriinglichen DNA- 
Probe ein 5-Methylcytosin vorlag. 

[0048] Im letzten Schritt inkubiert man die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch 
die Polymerasereaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies ver- 

45 bunden werden und man dadurch ein Ligationsprodukt erhalt, sofem im vorangehenden Schritt eine Verlangerung des 
Oligonukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3'-Ende mit vorhandener 3'- Hydroxy funktion des verlan- 
gerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5 -Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies angrenzt. 
[0049] Bevorzugt ist zudem ein Verfahren, wobei fiir die Detektion der vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf ei- 
nen Oligonukleotid Array hybridisiert werden und anschliessend die folgenden Teilschritte ausgefiihrt werden: Im ersten 

50 Schritt hybridisiert man die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz 
von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende teil- 
weise oder vollstandig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA- 
Probe zu untersuchen sind. Im zweiten Schritt wird das Oligonukleotid, sofem es mit seinem 3"Iferminus zuvor ohne Ba- 
senfehlpaarungen an die zu untersuchende Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindestens um ein Nukleotid 

55 verlangert, wobei mindestens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die \ferlangerung vom Metbylie- 
rungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. So kann beispielsweise eine Verlangerung 
nur dann stattfinden, wenn die genomische DNA an der Position, an die das oben genannte Oligonukleotid mit seinem 3'- 
Ende bindet, urspriinglich unmethyliert vorlag, weil sonst nach der chemischen Vorbehandlung an dieser Position ein 
Cytosin verbleibt, welches nach der Bindung des Oligonukleotids einen Mismatch am 3 -Ende verursacht welche die 

60 Verlangerung unterbindet. Liegt keine Methylierung vor, so kann der Primer dagegen ohne Mismatch mit dem 3'-Ende an 
die Template-DNA binden. 

[0050] Die Analyse der entstandenen DNA-Oligomere, die zum Nachweis der Cytosin-Methylierung dienen, kann bei- 
spielsweise iiber Ruoreszenzmarkierungen erfolgen, welche iiber markierte Nucleotide in die DNA eingebaut werden, 
[0051] Dem Fachmann ist zudem geiaufig, dass man die meisten der beschriebenen Nachweisreaktionen auch derart 
65 ausfiihren kann, dass beteiligte Oligonukleotide an eine Festphase gebunden sind. 

[0052] So ist es beispielsweise besonders bevorzugt moglich, die PCR nach der zweiten chemischen Behandlung der- 
art auszufiihren, dass radioaktiv oder fluoreszent markierte C und/oder G Nukleotide eingebaut werden und zudem einer 
der PCR-Primer an eine Festphase gebunden ist Nach der Entfemung aller nicht an die Festphase gebundenen Edukte 
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und Produkte verbleibt ein an die Festphase gebundenes PCR-Produkt, in welchem die Anzahl der eingebauten Markie- 
rungen proportional ist zur Anzahl der der nach der zweiten chemischen Behandlung verbliebenen Guanin- und/oder Cy- 
tosinbasen und damit unmittelbar von der Anzahl der Cytosin-Methylierungen in der genomischen Probe abhangt. Damit 
ist eine direkte Quantifizierung der naethylierten Cytosine in diesem PCR-Produkt moglich. 

[0053] Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, wobei die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Li- 5 
gationsprodukte fiir die Detektion mit einer nachweisbaren Markierung versehen sind. 

[0054] Besonders bevorzugt sind diese Markierungen Fluoreszenzmarkierungen, Radionuklide oder ablosbare Mas- 
senmarkierungen, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden, oder Kombinalionen davon. 
[0055] In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens werden die PCR-Produkte und/oder Verlangerungspro- 
dukte und/oder Ligationsprodukte insgesamt im Massenspektrometer nachgewiesen und sind somit durch ihre Masse to 
eindeutig charakterisiert. In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des Verfahrens wird jeweils ein Fragment der 
PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachgewiesen. Be- 
vorzugt werden diese Fragmente der PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts durch 
Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonukleasen erzeugt. In einer wiederum besonders bevorzugten Ausfiih- 
rung des Verfahrens weisen die erzeugten Fragmente zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer eine einzelne 15 
positive oder negative Nettoladung auf. 

[0056] Besonders bevorzugt werden die PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte 
mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder mittels Elektrospray 
Massenspektrometrie (ESI) detektiert und visualisiert. 

[0057] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem die Verwendung des beschriebenen Verfahrens zur Diagnose 20 
und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fiir Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse minde- 
stens einer der folgenden Kategorien angehoren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehl- 
funktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologische und 
soziale Konsequenzen von Gehimschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstdrungen; Demenz und/ 
Oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder 25 
Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; Verletzung, 
Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des K5rpers als 
Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bindege- 
webes oder der Knochen; endokrine und metaboUsche Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmerzen oder 
sexuelle Fehlfunktion. 30 
[0058] Weiterhin besonders bevorzugt ist die Verwendung des Verfahrens zur Unterscheidung von Zelltypen oder Ge- 
weben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

[0059] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Reagenz, 
denaturierenden Reagenzien oderLosungsmitteln, sowie Radikalfangem und/oder Primem zur Herstellung der Amplifi- 
kate, sowie optional einer Anleitung zur Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens, 35 
[0060] Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung ohne diese einzuschranken. 

Beispiel 1 

Veranderung einer genomischen Sequenz durch zweifache Behandlung mit Bisulfit 40 

[0061] Als Beispiel zur Erlauterung des Verfahrens soli hier die folgende doppelstrangige DNA-Sequenz dienen, die 
ein potentiell methyliertes CG Dinukleotid entbalt: 

A3'-TGATCTAGCATGACTAC-5'B5'-ACTAGATCGTACTGATG-3* 45 



[0062] Die doppelstrangige Sequenz kann verwendet werden, um nachteilige Ereignisse einer bestimmten Kategorie 
fiir Patienten oder Individuen zu untersuchen. Man setzt eine genomische, unbekannt methylierte DNA-Probe (20 ng), 
die mit einem Restriktionsenzym, hier Mssl, verdaut wurde, ein. Die verdaute DNA wird mit Hydrogensulfit (Bisulfit, 
Disulfit) und einem Radikalfanger bei erhohter Temperatur chemisch umgewandelt. Ein Reagenz oder Ldsungsmittel, 50 
welches die Denaturierung unterstiitzt, wird zugesetzt. Die DNA wird zuerst thermisch denaturiert und anschlieBend mit 
Bisulfit, dem Radikalfanger und dem denaturierenden Reagenz versetzt und langere 2^it bei erhohter Temperatur inku- 
biert. Die Bisulfitreaktion fiihrt zur Umwandlung aUer nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil Zur Reinigung der Bi- 
sulfit behandelten DNA wird diese auf eine Reversed Phase C18 Festphase gebunden und durch Waschen mit einer ge- 
eigneten Pufferlosung von Chemikalien befreit. AnschlieBend wird die DNA mit einem polaren Losungsmittel wie z. B. 55 
Acetonitril oder Wasser eluiert und auf ein kleineres Volumen konzentriert. Die alkalische Hydrolyse der mit Bisulfit be- 
handelten Fragmente erfolgt unmittelbar vor der spezifischen Amplifikation unter basischen Bedingungen. Danach wird 
die Probe unter Verwendung von je 25 pmol an spezifischen Primeroligonukleotiden (enthalten keine CG Dinukleotide) 
vervielfaltigt. Nach der ersten Behandlung mit einer Losung eines Hydrogensulfits, wobei eine Umwandlung der nicht 
methylierten Cytosinbasen in Uracil erfolgt, und nachfolgender PCR, die die nach der chemischen Behandlung mit Hy- 60 
drogensulfit nicht mehr komplementaren Strange amplifiziert und zugleich Uracil im wesentlichen durch Thymin ersetzt, 
ergeben sich die folgenden doppelstrangigen DNA-Sequenzen: 



A) fur den Fall, dass CG (+) methyliert vorlag: 

aus dem unteren Strang B: 65 

C (+) 3'-TAATCTAGCATAACTAC-5' 

B' (+) 5'-A1TAGATCGTATTGATG-3' Sequenz L(up) 

aus dem oberen Strang A: 
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A* (+) 3'-TGATTTAGCATGATTAT-5' 
D (+) 5-ACTAAATCGTACTAATA-3' Sequenz U(up) 
B) fiir den Fall, dass CG (-) unmethyliert vorlag: 
aus dem unteren Strang B: 
5 C (-) 3'-TAATCTAACATAACTAC-5' 

B' (-) 5'-ATTAGATTGTATTGATG-3' Sequenz L(down) 

aus dem oberen Surang A: 

A' (-) 3'-TGATTTAGTATGATrAT-5' 

D (-) 5*- ACrAAATCATACTAATA-3' Sequenz U(down) 

10 

[0063] Die zweite Behandlung Hydrogensulfit wird analog der ersten durchgefiihrt. Die Amplifikate werden zuerst 
thermisch denaturiert und dabei durch Zugabe eines Reagenzes oder Losungsmittels unterstutzt, dann chemisch umge- 
setzt und anschlieBend amplifiziert, wobei die alkalische Hydrolyse wiederum kurz vor der Amplifikation durchgefiihrt 
wird. Die zweite spezifische Amplifikation kann mit einem Teil der Bisulfit behandelten Probe durchgefiihrt werden. Die 

15 Reaktionslosung kann so lange verdiinnt werden, dass die in der Hydrogensulfitreaktion benotigten Chemikalien die 
PGR nicht mehr storen. Andererseits kann die Probe wieder mittels einer Reversed Phase CI 8 Festphase gereinigt wer- 
den. Die doppelt hydrogensulfitbehandelte DNA wird unter Verwendung von je 25 pmol an spezifischen Primeroligonu- 
kleotiden (enhalten keine CG Dinukleotide) vervielf^tigt. Dabei miissen die Sequenzen der Primeroligonukleotide der 
ersten und zweiten Amplifikation nicht iibereinstimmen. 

20 [0064] Nach der zweiten Behandlung mit einer Losung eines Hydrogensulfits, wobei wiederum eine Umwandlung der 
nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil erfolgt, und nachfolgender PGR, die die nach der chemischen Behandlung mit 
Hydrogensulfit nicht mehr komplementaren Strange amplifiziert und zugleich Uracil im wesentlichen durch Thymin er- 
setzt, ergeben sich nunmehr die folgenden doppeistr^gigen DNA-Sequenzen: 

25 A) fur den Fall, dass CG (+) methyliert vorlag: 

aus dem unteren Strang B' und C: 

E (+) 3'-TAATCTAACATAACTAC-5' 

B" (+) 5'-ATrAGATTGTATTGArG-3' Sequenz LL(up) 

C (+) 3'-TAATTTAGTArAATTAT-5' 
30 F (+) 5'- ATTAAATCArAITAArA-3' Sequenz LU(up) 

aus dem oberen Strang D und A': 

G (+) 3'-TAATITAACATAATTAT-5' 

D' (+) 5'-ATrAAATTGTATTAATA-3' Sequenz UL(up) 

H (+) 3'-TGATTTAGTATGATTAT-5' 
35 A " (+) 5'-ACTAAATCATACTAATA-3' Sequenz UU(up) 

B) fiir den Fall, dass CG (-) unmethyliert vorlag: 

aus dem unteren Strang C und B' 

E (-) 3'-TAATCTAACATAACTAC-5' 

B" (-) 5'-ArTAGATrGTATTGATG-3' Sequenz LL(down) 
40 C (-) 3*-TAATTrAATATAATTAT-5* 

F (-) 5-ATTAAATTATATTAATA-3' Sequenz LU(down) 

aus dem oberen Strang D und A': 

G (-) 3'-TAATTrAATATAATTAT-5 

D' (-) 5'-ATTAAATTATATTAATA-3' Sequenz UL(down) 
45 H (-) 3'-TGATTTAGTATGATrAT-5' 

A" (-) 5-ACTAAATCATACTAATA-3' Sequenz UU(down) 

[0065] Die Sequenzen UU sind unabhangig vom Methylierungsstatus der Probe identisch; das gleiche gilt fur die Se- 
quenzen LL. Somit sind beide Sequenzen fiir die Bestimmung des Methylierungsstatus nicht verwendbar. LU und UL je- 
50 doch unterscheiden sich an den ehemaligen CG Positionen in Abhangigkeit vom Methylierungsstatus der DNA-Probe 
(in den Sequenzen hervorgehoben). Bemerkenswert und der eigentlich Vorteil der Methode ist insbesondere, dass in den 

jeweiligen Strangen Cytosin bzw. Guanin nur dann auftauchen, wenn zuvor eine Methylierung vorlag. Damit liegtprak- 
tisch eine Ubersetzung der Methylcytosinbasen in der genomischen Probe in eine auch fiir den Doppelstrang charakteri- 
stische Base vor, wahrend bei der einfachen Bisulfit-Behandlung die Base jeweils nur in einem der beiden Strange fiir 
55 Methylcytosin charakteristisch ist. Dies erlaubt nun die Anwendung praktisch aller, dem Fachmann bekannten Methoden 
zur Sequenzierung (wie zum Beispiel Sequenzierung nach Maxam-Gilbert) oder zur Genotypisierung, ohne dass auf den 
Gegenstrang Riicksicht genonmien werden muss, ^^rd beispielsweise eine sequenzspezifische Spaltung der nach der 
zweiten Bisulfit-Behandlung amplifizierten DNA an Cytosinbasen durchgefiihrt, so eifolgt nur eine Spaltung des einen 
Sttanges, der andere bleibt unverandert. 

60 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA, dadurch gekennzeichnet, dass man 

die folgenden Verfahrensschritte ausfiihrt: 
65 a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unveran- 

dert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base um- 
gewandelt wird; 

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und mindestens eines Prime- 
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roligonukleotids; 

c) man setzt das Amplifikat emeut mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unvenindert 
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andeie im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewan- 
delt wird; 

d) man weist die in dem Amplifikat nach der emeuten chemischen Behandlung veibleibenden Cytosinbasen 
und/oder Guaninbasen nach. 

2. Verfahren zur Detektion von Cytosin-Methylierung in genomischer DNA nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die folgenden Verfahrensschritte ausfuhrt: 

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unveran- 
dert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base um- 
gewandelt wird; 

b) man amplifiziert die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase und mindestens eines Prime- 
roligonukleotids; 

c) man setzt das Amplifikat emeut mit einem Reagenz chemisch um, wobei 5-Methylcytosin unverandert 
bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewan- 
delt wird; 

d) man amplifiziert die chemisch behandelten Amplifikate aus Schritt c) emeut; 

e) man weist die in dem Amplifikat verbleibenden Cytosinbasen und/oder Guaninbasen nach. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die chemische Behandlung mit Natriumbisulfit 

(= Hydrogensulfit, Disulfit) erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, church gekennzeichnet, dass die chemische Behandlung nach Einbetten der DNA 

in Agarose erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass bei der chemischen Be- 
handlung ein die DNA-Duplex denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger zugegen ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das denaturierende Reagenz aus einer der folgenden 
Substanzen ausgewahlt ist: 

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte Derivate, Hamstoff oder Derivate, Acetonitril, primare Al- 
kohole, sekundare Alkohole, tertiare Alkohole, Diethylenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tetra- 
ethylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiakylether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO oder THE 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass der Radikalfanger aus einer der folgenden 
Substanzen ausgewahlt ist: 

Di-, Trihydroxybenzole, green tea extract, pine bark extract (Pycnogenol), Ginkgo Biloba extract (EGb 761), a fla- 
vonoid blend of several fruit and vegetable extracts (GNLD), Bio-Normalizer (Sun-0 Corp), DPPH (1,1-Diphenyl- 
2-picrylhydrazyl), NDGA (Nordihydroguajaret-saure), 'Rrolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbox- 
ylic acid), 2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-di-tert-butylphenol, 4-Methoxydi-tert-butylphenol, 2,6-Di-tert-butyl- 
p-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, E, Q, Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydroxyterpene, Ra- 
vonoide, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 Bisbetacarboxyethyl germanium sesquioxide, Su- 
peroxid dismutase (SOD), Superoxid katalase, Alpha-Naphthoflavone, Ginkgo biloba extract (EGb 761), Di(2-me- 
thyl-5-chlorophenyl)dithionate und Cu(II)-Derivate, Mebendazole, CS (Chloroform soluble) alkaloidal extract, 4- 
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-l,2-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-me- 
thoxy-l,2-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-l,2-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy- 
droxyphenyl)-3-brom- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor- 1 ,4-naphthochinon, 2- 
(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-l,4-naphthochinon, 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3- hy- 
droxy- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-naphthochinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy- 
droxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-teU-ahydro-l,2-anthrachinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl'4-hydroxy- 
phenyl)-3-raethoxy-5,5,8,8-tetramethy 1-5,6, 7,8- tetrahydro-l,2-anthrachinon, 4-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphe- 
nyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anthrachinon, 3-Brom-4-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 
5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,2-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-in- 
dan-l,3-dion, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4-dihydro- 
2H-naphthalin-l-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-3,4-epoxy-3,4-dimethoxy-3,4-dihydro- 
2H-naphthalin-l-on, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-indan-l-on, 3,3-Bi-[2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy- 
phenyl)-inden-l-on]-3-yl, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-brom-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 
1 ,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 1 ,4-an- 
thrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthra- 
chinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachi- 
non, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetrameAyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon,2-Brom-3-( 
brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 1 ,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3,5-di- 
brom-4-hydroxyphenyl)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro-l,4-anthrachinon, 2-Brom-3-(3-brom-5-tert-butyl- 
4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydro- 1 ,4-anthrachinon, 3-Brom-2-(3,5-di-tert-bu- 
tyl-4-hydroxyphenyl)- 1 ,4-anthrachinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy- 1 ,4-anthrachinon, 2- 
(3,5-Di- tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy- 1 ,4-anthrachinon, 5,5,8,8-1btramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphtha- 
lin-l,3-diol, 3-Methoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-l-ol, 4-(3-Chlor-5,5,8,8-tetramethyl-l,4- 
dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl)-benzoesaure, Methyl-4-(3-chlor-5, 5,8,8- tetramethyl-1, 4-dioxo- 
1 ,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-y l)-benzoat, 4-(3-Hydroxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-y l)-benzoesaure. 
Methyl- (3-methoxy- 1 ,4-dioxo- 1 ,4-dihydronaphthalin-2-yl)-benzoesaure, 4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl- 1 ,4- 
dioxo- l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-'yl)-benzoesaure, Methyl-4-(3-hydroxy-l,4-dioxo-l,4-dihydronaphthalin- 
2-yl-azo)-benzoat, 4-(3-Hydroxy-5,5,8,8-tetramethyl-l,4-dioxo-l,4,5,6,7,8-hexahydroanthracen-2-yl-azo)-benzoe- 
saure, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyliden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydrocyclo-pen- 
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ta[b]naphthalin-l,2-dion, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-dienyUden)-5,5,8,8-tetramethyl-5,6J,8-teirah 
droanthracen-3H-l,2,4^trion, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-5,8-diraethyl-l,4-naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydro- 
xyphenyl)-3-methoxy-5-methyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-raethoxy-5-methyl- 

I, 4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-methoxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di- 
tert-buty l-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-6-methy I- 1 ,4-naphthochinon, 2-(3 ,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3- 
methoxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,6-dimethyl-l,4- 
naphthochinon, 2-(3,5~Di-tert-butyl-4-hydroxy-phenyl)-3-methoxy-5,7-diniethyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di- 
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-methoxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)- 

3- ethylthio-5-methyl-l,4-naphth-ochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyM-hydroxyphenyl)-3-ethylthio-6-methyI-l,4-naphl- 
hochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,8-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-bu- 
tyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-6,7-dimethyH,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hy- 
droxy-5-methyl- 1 ,4-naphthochinpn, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5-niethyl- 1 ,4-naphthoch- 
inon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-6-methyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hy- 
droxyphenyl)-2-hydroxy-6-niethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,6-di- 
methyl-1 ,4-naphthochinon, 2-(3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-5,6-dimethyl- 1 ,4-naphthoch- 
inon, 3-(3^-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy-5,6-dimethyl-l,4-naphthochinon, 2-(3,5-Di-tert-butyl-4- 
hydroxyphenyl)-3-hydroxy-5,7-dimethyl-l,4-naphthochinon, 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-2-hydroxy- 
5,7-dimethyl- 1 ,4-naphthochinon. 

8. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man Reagenzien, die fur 
die chemische Behandlung der DNA eingesetzt weiden, vor der jeweils nachfolgenden Ampiifikation ganz oder 
teilweise abtrennt. 

9. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man die Probe nach der 
chemischen Behandlung vor der Amplifikation verdiinnt. 

10. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man die AmpMkadon 
von mehreren DNA-Abschnitten gleichzeitig in einem ReaktionsgefaB durchfuhrt 

II . Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man fiir die Amplifikation 
eine hitzebestandige DNA-Polymerase verwendet. 

12. Verfahren nach dnem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man vor den Amplifika- 
tionen in den Anspriichen 1 oder 2 eine Desulfonierung der DNA durchfuhrt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man die nach der zweiten chemi- 
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch Hybridisierungsreakdonen nachweist. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man die nach der zweiten chemi- 
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch spezifischen Einbau von nachvtreisbaren 
Mariderungen an den Cytosin- und/oder Guaninbasen nachweist und/oder quandfiziert. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man in Schritt d) gemaB Anspruch 
1 Oder Schritt e) gemafi Anspruch 2 fiir die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikationsprodukte an einen 
Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschliessend die folgenden Teilschritte ausfuhrt: 

a) die amplifizierte genomische DNA wird an mindestens ein Oligonukleodd unter Ausbildung einer Duplex 
hybridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3-Ende unmittelbar oder im Abstand.von 
bis zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA- 
Probe zu untersuchen sind; 

(b) man verlangert das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase 
mindestens um ein Nukleodd, wobei das Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung 
vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man die nach der zweiten chemi- 
schen Behandlung verbleibenden Cytosin- und/oder Guaninbasen durch Sequenzierungsreaktionen nachweist. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass man in Schritt d) gemafi Anspruch 
1 Oder Schritt e) gemafi Anspruch 2 fiir die Detektion der vorbehandelten DNA die Amplifikationsprodukte an einen 
Oligonukleotid Airay hybridisiert und man anschliessend die folgenden Idlschiitte ausfuhrt; 

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung 
einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei verschiedenen Spezies besteht und wobei die 
hybridisierten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 
10 Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu 
untersuchen sind und wobei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine zweite Region des Zielmo- 
lekuls hybridisiert, so dass das 5'-Ende des OUgonukieotids der zweiten Spezies durch eine Lucke von der 
GroBe eines Einzelnukleotides oder bis zu 10 Nukleotiden vom 3'-Ende des hybridisierten Oligonukleotids der 
ersten Spezies an der Stelle der besagten ausgewahlten Position getrennt ist; 

(b) man verlangal das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter Sequenz von n Nukleotiden mittels ei- 
ner Polymerase um hochstens die Anzahl von Nukleotiden, die zwischen dem 3-Ende des Oligonukleotids der 
1. Spezies und dem 5'-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, wobei die \^rlangerung vom Methylie- 
rungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polyme- 
rasereaktion verlangerte OUgonukleotid der ersten Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies ver- 
bunden werden und man dadurch ein Ligationsprodukt erhalt, sofem im vorangehenden Schritt eine Verlange- 
rung des Oligonukleotids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3-Ende mit vorhandener 3.'-Hydroxy- 
fiinktion des verlangerten Oligonukleotids unmittelbar an das 5 -Bnde des Oligonukleotids der zweiten Spezies 
angrenzt. 
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18. Verfahren nach einem der Anspruche 1-12, dadurch gekennzeichnet, dass man fur die Detektion der vorbehan- 
delten DNA gemafi Schritt d) in Anspruch 1 die PCR-Produkte auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert und 
man anschliessend die folgenden Teilschritte ausfiihrt: 

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Se- 
quenz von n Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit ih- 5 
rem 3 -Ende teilweise oder vollstandig an die Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Methylierung in 

der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind; 

(b) man verlangert das Oligonukleotid, sofem es mit seinem 3Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an 
die zu untersucbenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase mindestens um ein Nuldeotid, wobei 
mindestens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methylierungsstatus 10 
des jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

19. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte 
und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte fur die Detektion mit einer nachweisbaren Markie- 
rung versieht. 

20. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Fluo- 15 
reszenzmarkierungen sind. 

21. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Radio- 
nuklide sind. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Maricierungen ablosbare Mas- 
senmarkierungen sind, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen weiden. 20 

23. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gek^nzeichnet, dass bei einer der Amplifika- 
tionen einer der Primer an eine Festphase gebunden ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte und/oder 
Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte insgesamt im Massenspektrometer nachweist und somit durch 
ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 25 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass man jeweils ein Fragment der 
PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachweist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass man das Fragment des PCR-Produkts und/oder 
Verlangerungsprodukts und/oder Ligationspiodukts durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonuklea- 

sen erzeugt. 30 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dass zur besseren Detektierbarkeit im Massen- . 
spektrometer die erzeugten Fragmente eine einzelne positive oder negative Nettoladung aufweisen. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte und/oder 
Verlangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Eonisations Mas- 
senspektrometrie (MALDI-TOF) oder mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detektiert und visualisiert. 35 

29. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, wobei die genomische DNA aus einer DNA-Probe er- 
halten wurde, wobei Quellen fiir DNA z, B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Ruckenmarks-Russig- 
keit, in Paraffin einbettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, 
Brust oder Leber, histologische Objekttrager und alle mogllchen Kombinationen hiervon umfassen. 

30. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspruche zur Diagnose und/oder Prognose 40 
nachtetliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer der fol- 
genden Kategorien angehoren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, 
Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologische und soziale 
Konsequenzen von Gehimschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder 
assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder 45 • 
Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; Verlet- 
zung, Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
Kdrpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Mus- 
keln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metaboiische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; 
Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. . 50 

31. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 29 zur Unterscheidung von Zelltypen oder Ge- 
weben oder zur Untersuchung der 2^lldiflferenzierung. 

32. Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Reagenz, denaturierenden Reagenzien oder Losungsmitteln, so- 
wie Radikalfangem und optional Primem zur Herstellung der AmpHfikate, sowie optional einer Anleitung zur 
Durchfiihrung eines Assays nach einem der Anspruche 1-29. 55 
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